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摘 要 
阿尔兹海默症（Alzheimer’s disease，AD）是老年人群中最常见的痴呆类
型。按 AD的发病年龄可以将 AD划分为早发型 AD和晚发型 AD，绝大多数的
AD病人属于晚发型 AD。载脂蛋白 E（apoE）存在 ε2、ε3、ε4 三种常见的等位
基因，其中的 ε4 等位基因是晚发型 AD 最重要的危险因素，而 ε2 等位基因可
以降低人类罹患阿尔兹海默症的风险。ApoE是脑中主要的载脂蛋白，在脑中胆
固醇及其它脂质的运输过程中发挥重要作用。ApoE 通过调节 Aβ 的清除及脂质
转运等机制在 AD的病理学过程中发挥重要作用，不同亚型的 apoE在阿尔兹海
默症发病过程中发挥不同作用的确切机制目前还不清楚，apoE 的蛋白水平、脂
化状态及其稳定性在这一机制中发挥重要作用。因此我们研究了不同亚型以及
不同细胞来源的 apoE 在这三个方面的特性。我们的研究结果表明：在 APOE
基因替换的小鼠脑中，apoE 的蛋白水平表现出 apoE2>apoE3>apoE4 的顺序。
ApoE3 较 apoE4 有更高的脂化状态。通过体外的稳定性检测实验我们发现
apoE3 表现出较 apoE2 和 apoE4 更高的稳定性，apoE 的蛋白稳定性没有发现与
其脂化状态有明显相关。星形胶质细胞是脑中 apoE蛋白的主要来源。对星形胶
质细胞产生的 apoE 已有较多研究，而对小胶质细胞产生的 apoE 的了解还较
少。我们通过研究原代星形胶质细胞和原代小胶质细胞产生的 apoE发现：原代
小胶质细胞能够表达较原代星形胶质细胞更多地 apoE蛋白，且两种原代胶质细
胞所分泌的 apoE蛋白的脂化状态没有明显区别。总之，我们的研究表明：不同
亚型的 apoE蛋白在蛋白水平、脂化状态以及蛋白稳定性方面存在亚型依赖性的
差异；不同胶质细胞来源的 apoE存在不同的蛋白表达水平和相似的脂化水平。
我们的这些研究可以为更加深入地研究不同亚型 apoE蛋白在 AD中发挥不同作
用的机制提供一些线索，为以后对小胶质细胞产生的 apoE的研究打下基础。 
 
关键词:载脂蛋白 E；蛋白水平；脂化状态；稳定性 
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ABSTRACT 
  Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia in the elderly 
population. According to the age onset, AD can be classified into early-onset AD and 
late-onset AD, majority of AD patients belongs to late-onset AD. Apolipoprotein E 
(APOE) gene has three common alleles：ε2、ε3、ε4, the ε4 allele of APOE is the 
biggest risk factor for late-onset AD, whereas ε2 allele plays a protective role. ApoE 
is the major apolipoprotein in the brain that is essential for cholesterol and other lipid 
transport. ApoE plays an important role in the pathogenesis of AD by modulating Aβ 
clearance and lipid transport. It remains uncharacterized why different isoforms of 
apoE have distinct effects on the pathogenesis of AD, the protein level, lipidation 
states and the stability of apoE paly an important role in this mechanism. Therefore, 
we examined those three characteristics for apoE with different isoforms or apoE 
from different cell types in the current study. Our results indicate that the protein level 
of apoE in the brain of APOE replaced mice exhibits a trend of apoE2>apoE3>apoE4. 
The lipidation state of apoE3 is much higher than apoE4. We found that the stability 
of apoE3 is higher than apoE2 or apoE4 through in vitro stability analysis, no obvious 
correlation was found between apoE stability and apoE lipidation state. Astrocyte is 
the major source of apoE in brain. Lots of efforts have made on apoE secreted by 
astrocyte, few is known about the apoE secreted by microglia. By comparing the apoE 
from primary microglia and primary astrocyte, we found that the expression level of 
apoE in microglia is much higher than that in astrocyte. However, no significant 
difference in the lipidation state was observed in apoE from these two kinds of 
primary cells. Taken together, our results suggest that: apoE isoforms are distinct 
regarding the protein level, lipidation state and protein stability. ApoE from different 
glia cells have similar lipidation state but different expression level. Our study 
provided clues for further understanding why different isoforms of apoE play distinct 
roles in AD pathogenesis, and laid the foundation for further study on apoE produced 
by microglia. 
 
Key Words: ApoE; Protein Level; Lipidation State; Stability. 
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英文缩略词 
 
 
英文缩写 英文全名 中文名称 
Aβ Amyloid-β β-淀粉样蛋白 
ABCA1 ATP binding cassette A1 protein ATP 结合盒运载蛋白 A1 
AD Alzheimer’s disease 阿尔兹海默氏症/老年痴呆 
apoE apolipoprotein E 载脂蛋白 E 
ApoER2 apolipoprotein E receptor2 载脂蛋白 E受体 2 
APP amyloid precursor protein 淀粉样前体蛋白 
BBB blood-brain barrier 血脑屏障 
CSF cerebrospinal fluid 脑脊液 
GDN Guanidine-HCl 盐酸胍 
GWAS Genome-Wide Association Study 全基因组关联分析 
HSPG Heparin Sulphate Proteoglycan 硫酸乙酰肝素蛋白多糖 
LDLR low-density lipoprotein receptor 低密度脂蛋白受体 
LRP-1 
low density lipoprotein receptor-
related protein 1 
低密度脂蛋白 
受体相关蛋白 1 
LXR Liver X Receptor 肝 X型受体 
PPARγ 
peroxisome proliferator-activated 
receptorγ 
过氧化物酶体增生物激活
受体γ 
RXR Retinoid x receptor 维甲酸 X型受体 
Tau Microtubule-associated protein 微管相关蛋白 
TBS Tris-buffered saline Tris盐溶液 
TBSX 
TBS buffer containing 1% Triton 
X-100 
含 1% Triton X-100 的 
Tris盐溶液 
VLDLR 
very low-density  
lipoprotein receptor 极低密度脂蛋白受体 
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第一章 序言 
1.1 阿尔兹海默症 
1.1.1 阿尔兹海默症概述 
阿尔兹海默症（Alzheimer’s disease，AD）是老年人中最常见的痴呆性疾病
[1]。据统计约有 10%的 65 岁以上人口、50%的 85 岁以上人口受此病困扰[2]。
AD 病人主要表现为渐进性记忆缺失、认知功能障碍等症状[3]，给病人及其家属
带来了沉重的精神压力和经济负担。2014 年阿尔兹海默症协会国际会议上的报
告指出，全球约有 4400 万人患有该病，到 2050 年这个数目将增加至 1.15 亿。
尽管随着近几十年生物、医学技术的进步人们对这种疾病的认识逐步加深，但
是这种疾病的确切病因目前还不能确定，临床上也不存在有效的治疗药物。因
此，对这种疾病的发病机理的研究显得必要而急切。 
1.1.2 阿尔兹海默症的致病机理 
阿尔兹海默症有两个主要的病理学特征：沉积于大脑内侧额叶及皮层、海
马、杏仁核区域的淀粉样斑（Amyloid Plaques）和神经元胞体内的神经纤维缠
结（Neurofibrillary Tangles，NFT）[4,5]。在 1906 年的德国精神病学会议上，这
两个重要的病理特征由德国医生 Alzheimer 首次描述，该病也因此得名。研究
表明，淀粉样斑是由 β 淀粉样蛋白（Amyloid β, Aβ）、微管相关蛋白
（Microtubule-associated protein ,Tau）、载脂蛋白 E（apolipoprotein E, apoE）等
成分组成的混合聚集体，其中 Aβ 是主要成分[6]。淀粉样斑被营养不良的神经
元、激活的星形胶质细胞、小胶质细胞所环绕[5]。神经纤维缠结的基本单位是
一种配对螺旋细丝，而这种配对螺旋细丝是由高度磷酸化的微管相关蛋白 Tau
从微管解离后聚集而成[7]。 
阿尔兹海默症的确切致病机理目前还不清楚，但是多数科学家在两个方面
达成共识：Aβ 在神经元外的累积、聚集可以对神经元产生毒性，影响神经元间
突触信息传递；tau 蛋白的异常磷酸化、聚集导致神经元细胞骨架系统异常，影
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响了细胞骨架对细胞的正常功能。科学家对 Aβ 和 Tau 这两种易于聚集的蛋白
进行了广泛而深入的研究，对阿尔兹海默症的病因相应地提出了“Aβ 蛋白级联
假说” 和 “神经元细胞骨架退变假说” [8-11]。 
“Aβ 蛋白级联假说”认为 Aβ 胞外沉积是阿尔兹海默症发病的根本驱动因
素，其他病理特征如神经纤维缠结是 Aβ 产生及清除失衡的后续结果[12]。Aβ 是
由 β 淀粉样蛋白前体蛋白（β-amyloid precursor protein，APP）经 β 分泌酶和 γ
分泌酶分两步酶切形成的由 40 或 42 个氨基酸组成的短肽，分别称为 Aβ40 和
Aβ42[13]。γ分泌酶可以在质膜内完成对 APP 的切割，而 β 分泌酶对 APP 的切
割主要在内含体、溶酶体等酸性环境中。研究表明，虽然 Aβ40 在分泌型的 Aβ
总量中约占 90%，Aβ42 却是淀粉样斑中的主要形式[14,15]，并且 Aβ42 对神经元
尤其是突触可塑性有更大的损害[16]，因而 Aβ42 可能是 AD发病的关键蛋白。 
 
 
图 1 淀粉样斑和神经纤维缠结是 AD的两个主要病理学特征 
Figure.1 Amyloid Plaques and Neurofibrillary Tangles are two major pathologic    
characteristics of AD 
摘自 Kaj Blennow等，Lancet 2006 
神经元胞外沉积的淀粉样斑和神经元内的神经纤维缠结 
 “神经元细胞骨架退变假说”则认为 Tau 蛋白磷酸化导致的神经元细胞骨架病
变是阿尔兹海默症发病的核心起始因素。正常的 tau 蛋白结合于微管，起到稳
定微管、细胞骨架的作用[17]。Tau 蛋白磷酸化后从微管上解离下来容易聚集形
成配对螺旋纤维和神经纤维缠结[18]，细胞骨架的稳定性受到影响，进而影响以
微管为基础的胞内物质运输系统。磷酸化的 tau 及其寡聚体都有细胞毒性
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[19,20]。此外，tau 蛋白的磷酸化还可能与突触功能紊乱、失去对 DNA 的保护作
用、质膜上的信号转导等事件相关[21]。尽管这两种假说都有许多实验事实支
持，阿尔兹海默症的确切病因目前依然存在争议，但 Aβ 蛋白级联假说得到了
更广泛的支持。 
1.1.3 载脂蛋白 E是最重要的 AD 相关因子 
按发病年龄是否大于 65 岁，可以将阿尔兹海默症分为早发型 AD 和晚发型
AD。早发型 AD 常由遗传因素导致，具有家族遗传性特征，因此又称家族性
AD。早发型 AD 仅占不到 AD 总数的 0.1%，淀粉样蛋白前体蛋白、早老素 1、
早老素 2 上的基因突变是最常见的早发型 AD 致病因素，这些突变都与 β 淀粉
样蛋白的产生直接相关。晚发型 AD 是由遗传因素、环境因素等多种因素综合
导致，无明显家族遗传性特征，因此又称散发型 AD。晚发型 AD 的病因复
杂，β 淀粉样蛋白的清除失调可能是晚发型 AD 的主要原因。晚发型 AD 占 AD
病人的绝大多数，载脂蛋白 E（apoE）的ε4 等位基因是目前为止已发现的最
重要的晚发型 AD危险基因[1]。 
APOE 基因在两个核苷酸位点的改变导致其存在ε2、ε3、ε4 三种等位基
因，三者在欧美人群中的频率分别约为 8%、77%和 15%[22]。ApoE4 的出现可
以明显增加人类罹患 AD 的风险。据统计，ε4 等位基因携带者占到 AD 病人
总数的一半以上[23]。与不携带ε4 基因的人群相比，携带一个ε4 基因的人患
AD 的风险增加约 3 倍[23,24]。携带两个ε4 等位基因不仅使人在 85 岁时患 AD
的风险从 20%增加到 90%，并使 AD 的平均发病年龄从 84 岁降到 68 岁[23]。与
ε4 的作用相反，ε2 等位基因能较ε3 等位基因降低人类患 AD 的风险[23]。在
过去的近 15 年时间里，载脂蛋白 E 的ε4 等位基因是唯一确认的晚发型 AD 的
危险因子。随着全基因组相关联分析和全基因组/外显子测序技术的发展，许多
其他的相关位点被鉴定出来。然而这些位点的绝大部分的相对危险度相对于都
比较低，大部分在 1.1-1.3 之间，而ε4 的相对危险度的值将近 4[25]。由于这些
位点在人群中比较少见，它们的人群归因危险度与ε4 相比要小很多[26,27]。与
载脂蛋白 E 类似，这些新鉴定出的危险位点都与免疫/炎症、胆固醇代谢或者细
胞内的囊泡运输有关，暗示这些生理过程在 AD 的发病进程中可能起到了至关
重要的作用。 
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1.2 载脂蛋白 E  
1.2.1 载脂蛋白 E（apoE）及其脂质运输功能 
ApoE是一种含有 299 个氨基酸，分子量为 34KD的分泌型糖蛋白。该蛋白
最初被鉴定出是一种由人类及其他哺乳动物的肝脏分泌的富含胆固醇与三脂酰
甘油的脂蛋白[22,28]。ApoE 是脑中最主要的载脂蛋白[22]。ApoE 的主要功能是依
赖细胞表面的 apoE 受体在血液循环系统及中枢神经系统中转运胆固醇[22,28]。
ApoE 在中枢神经系统中对神经元的维护及修复起到重要作用[22,29]。肝脏是合成
apoE 的主要器官，约合成 apoE 总量的 75%，其次为脑[30]。ApoE 在血浆及脑
脊液中的浓度分别约为 40-70ug/ml 和 3-5ug/ml[31,32]。在成年小鼠脑中，星形胶
质细胞、血管平滑肌细胞、脉络丛都能稳定表达 apoE，正常神经元、小胶质细
胞基本不表达 apoE[33]。在特定条件下，神经元及小胶质细胞能应激性地表达
apoE[33]。脑脊液中的 apoE 脂蛋白颗粒在大小、密度上类似于血浆中的高密度
脂蛋白，为含有多种成分的圆形颗粒。其中含有 apoE、三酰基甘油、磷脂、胆
固醇等成分并包含一个富含胆固醇酯的脂核[34]。ApoE 在脑中主要由胶质细胞
分泌后，由细胞表面的 ATP 结合盒转运蛋白 A1（ABCA1）把胆固醇加载于其
上，或许经过一些修饰后形成成熟的脂蛋白颗粒。ApoE脂蛋白颗粒继而与神经
元细胞表面的低密度脂蛋白受体（LDLR）和低密度脂蛋白受体相关受体
（LRP1）等受体结合内吞，完成胆固醇的运输[1]。胆固醇是质膜的重要组成成
分，对细胞的结构与功能有着极其重要的作用。前人研究显示：在中枢神经系
统中，尽管神经元能够合成足够自身存活、生长的胆固醇，然而许多成熟突触
的形成必须由胶质细胞提供额外的胆固醇 [35]。 
 ApoE 的脂质运输功能可能与 AD 的致病机理相关。ATP 结合盒蛋白 A1
（ABCA1）是调节脑中脂质平衡的关键蛋白，负责大部分的胆固醇、磷脂等小
分子的从胞内到胞外的逆转运，对脂蛋白颗粒形成的起始起主导作用[36]。肝 X
型受体（（Liver X Receptor, LXR）、维甲酸 X 型受体（retinoid x receptor, 
RXR）、PPARγ 等核转录因子能联合调控包括 ABCA1/ABCG1/apoE 在内的与
脂质代谢密切相关的蛋白表达。有越来越多的证据表明:脂质代谢的紊乱可能参
与到 AD 的病理学过程中[37]。在 AD 病人中，大脑总体胆固醇水平是降低的
[38,39]。在 APOE4 替换小鼠中，尽管外周系统胆固醇水平升高，在脑中总胆固醇
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水平却是降低的[40]。这说明胆固醇水平的降低可能与 AD 相关，同时也说明脑
中的胆固醇代谢独立于外周系统。尽管有关胆固醇与 AD 关系的临床研究结论
是有矛盾的[41]，有许多在动物中的实验可能给我们一些线索。当 AD 小鼠模型
的 ABCA1 敲除后，小鼠淀粉样斑或 Aβ 蛋白增加，同时 apoE 水平显著下降
[42,43]；当 PDAPP 小鼠模型中过表达 ABCA1 蛋白时，发现 apoE 蛋白水平也降
低，在增加 apoE 脂化的同时淀粉样斑显著减少[44]。这些实验事实说明脂质代
谢在 Aβ 的代谢中发挥着重要作用，这可能与脂筏中的 APP 切割[43,45-47]或是 Aβ
的清除[48]有关。尽管不同 apoE 亚型在脑中调节胆固醇代谢所产生的确切功能
差异目前还不清楚，有许多发现证明不同 apoE 亚型有不同的运输胆固醇的能
力。在脑中 apoE4 与 apoE3 相比表现为更差的运输胆固醇的效率[49]。ApoE4 与
apoE3 相比表现为更差促进神经元及星形胶质细胞胆固醇外流的效率[50]。分析
APOE 替换小鼠的原代星形胶质细胞分泌的脂蛋白颗粒表明：apoE3 可以使用
更少的蛋白形成与 apoE4 相似大小的脂蛋白颗粒，因此 apoE3 可以向神经元运
输更多地胆固醇以支持其正常结构与功能[51]。在人类的血液及脑脊液中 apoE
的蛋白水平也存在亚型特异性，表现为 apoE2>apoE3>apoE4 的顺序[52]。这种现
象在 APOE 替换的小鼠脑中也得到验证[53]。并且在人类脑脊液中的 apoE 水平
与 Aβ42 存在显著性相关[52]。 
1.2.2 ApoE的结构及其稳定性 
由于 apoE 蛋白容易聚集的特性，直到现在完整的野生型 apoE 晶体结构还
没有得出。然而科学家运用多种多样的方法得出了 apoE的部分结构，这些结构
的研究对之后有关 apoE 致病机理的研究产生了巨大的影响。如前所述，apoE
有三种不同亚型，三种亚型的区别在于 112 位和 158 位氨基酸的改变。其中，
apoE2 亚型 112 位和 158 位都是半胱氨酸；apoE3 亚型的 112 位是半管氨酸，
158 位是精氨酸;apoE4 亚型两个位点都是精氨酸[54,55]。ApoE 蛋白不同亚型的这
两个位点氨基酸的替换深刻地改变了蛋白质的结构及其功能，尤其是蛋白的脂
化和受体的结合，对多种疾病的发展进程产生了截然不同的影响[1]。ApoE 蛋白
在结构上可以分为含有低密度脂蛋白受体（LDLR）结合域的 N 端、含有脂质
结核域的 C 端以及连接二者的灵活的铰链区[56]。其中 N 端的结构已经通过 X
光晶体衍射的方法单独解出，C 端的结构是基于蛋白结构预测和圆二色谱的方
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